Молекулярно-генетический анализ и спектр мутаций в генах katG, inhA, rpoB, кодирующих лекарственную устойчивость к изониазиду и рифампицину у больных туберкулезом и ВИЧ-инфекцией by T. Salina Yu. et al.
Туб е р кулё з и болезни  л ё гки х , Том 94, №  8, 2016
©  К О л л Е К Т И В  А В ТО РО В, 2016
УДК 616.24-002.5-08:575.174.2 DOI 10 .21292/2075-1230-2016-94-8-54-59
МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ И СПЕКТР 
МУТАЦИЙ В ГЕНАХ katG, inhA, rpoB, КОДИРУЮЩИХ 
ЛЕКАРСТВЕННУЮ УСТОЙЧИВОСТЬ К ИЗОНИАЗИДУ 
И РИФАМПИЦИНУ У БОЛЬНЫХ ТУБЕРКУЛЕЗОМ 
И ВИЧ-ИНФЕКЦИЕЙ
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У 51 больного туберкулезом легких в сочетании с ВИЧ-инфекцией (группа 1) методом полимеразной цепной реакции в режиме реального 
времени (ЗАО «Синтол», Москва) в образцах мокроты проведено изучение спектра и распространенности мутаций в генах katG, inhA 
и rpoB, кодирующих лекарственную устойчивость (Л У ) к изониазиду (H ) и рифампицину (R). Группу контроля составили 70 больных 
туберкулезом легких без ВИЧ-инфекции (группа 2). Существенных различий по числу и спектру мутаций в генах, кодирующих ЛУ к H 
и R, в обеих группах не установлено. Однако в группе 1 среди клинических изолятов с множественной лекарственной устойчивостью 
установлено достоверное преобладание сочетания мутаций (rpoB Ser531->Leu + katG  Ser315-> Thr1) по сравнению с группой 2, в которой 
чаще зарегистрированы комбинированные мутации rpoB Ser531>Leu + katG  Ser315->Thr1 + inhA 15, где мутации в гене rpoB сочетаются 
с мутациями одновременно в двух генах, кодирующих ЛУ к H (katG  + inhA).
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M OLECULAR GENETIC ANALYSIS A N D  SPECTRU M  OF M UTATIONS IN katG , inhA, rpoB  
GENES CO D IN G  D RU G RESISTA NCE TO ISO N IA Z ID  A N D  R IFA M PICIN  IN TH O SE SU FFER IN G  
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51 patients suffering from pulmonary tuberculosis w ith concurrent HIV  infection (Group 1) had PC R  testing in real time (ZAO Sintol, Moscow) 
of sputum  samples in order to study the spectrum and prevalence of m utations in katG, inhA, rpoB genes coding drug resistance (D R ) to isoniazid 
(H ) and rifampicin (R). The control group included 70 H IV  negative tuberculosis patients (Group 2). No significant differences in the number 
and spectrum of m utations in genes coding DR to H and R were found between two groups. However in Group 1 among clinical isolates w ith multiple 
drug resistance the confident prevalence of combination of m utations (rpoB Ser531- > Leu + katG  Ser315- > Thr1) was found compared to Group 
2 where the combined m utations of rpoB Ser531 > Leu + katG  Ser315- > Thr1 + inhA 15 were registered more often where m utations in rpoB gene 
were combined w ith m utations simultaneously in two genes coding DR to H (katG  + inhA).
Key words: tuberculosis, H IV  infection, multiple drug resistance, m utations in genes.
Продолжающееся во всем мире распространение 
возбудителя туберкулеза с множественной лекар­
ственной устойчивостью (М Л У ) в эпоху инф ици­
рования вирусом иммунодефицита (В И Ч ) создает 
серьезные проблемы в борьбе с этими социально 
значимыми заболеваниями [4, 15]. ВИ Ч-инфекция, 
наруш ая Т -клеточны й иммунитет, увеличивает 
риск перехода инф ицирования м икобактериям и 
туберкулеза (М Б Т ) в активный туберкулез, повы ­
шает вероятность эндогенной реактивации и экзо­
генной реинф екции туберкулеза [1, 15]. Туберку­
лез может способствовать ускорению репликации 
ВИ Ч. Сочетание туберкулеза с М Л У  возбудителя 
и В И Ч -инф екции -  очень опасная сочетанная па­
тология, при которой туберкулез становится одной 
из главных причин смерти больных с В И Ч -инф ек­
цией [7, 8].
В настоящее время доказано, что лекарственная 
устойчивость (Л У ) М Б Т  связана с хром осом ны ­
ми мутациям и в независим ы х генах [11, 13-15], 
происходящ ими, как правило, под воздействием 
неадекватной терапии и монотерапии [6, 13, 15]. 
Устойчивость к изониазиду (H ) обусловлена мута­
циями в нескольких генах: katG, inhA, ahpC  [10, 11, 
13, 15], к рифампицину (R ) в большинстве случаев 
мутациями в гене rpoB [12]. М утации в генах katG  
и inhA являю тся основны ми и наиболее распро­
страненными в формировании Л У  к Н, в гене ahpC  
встречаются редко и носят компенсаторный харак­
тер в ответ на потерю М БТ  каталазной активности
[15]. Изучение новых молекулярно-генетических 
особенностей ф ормирования Л У  М БТ  к противо­
туберкулезным препаратам у больных с сочетанной 
патологией туберкулеза и В И Ч -инф екции может 
оказаться полезным для разработки индивидуаль­
ного комплекса мероприятий по предотвращению 
распространения М Л У  М БТ  в условиях глубокого 
иммунодефицита.
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Цель работы: изучить спектр и распространен­
ность мутаций в генах katG, inhA и rpoB, кодиру­
ющих Л У  к H и R в ш таммах M. tuberculosis, по­
лученны х от больных с сочетанием туберкулеза 
и В И Ч-инфекции.
М атериалы  и методы
Обследован 51 больной активным туберкулезом 
легких в сочетании с В И Ч -инф екцией, мужчин -  
34 (66,6%), женщ ин -  17 (33,3%), в возрасте от 18 
до 70 лет (группа 1), больные находились на ста­
ционарном лечении в О ренбургском  областном 
клиническом противотуберкулезном  диспансере 
(О К П Т Д ) в 2015 г. И з них впервые вы явленны е 
больные составили 40 (78,4% ) человек, р ец и ди ­
вы -  3 (5,9%), хроники -  8 (15,7%). В большинстве 
случаев у больных этой группы регистрировалась 
поздняя стадия ВИЧ: ^ Б  -  у 32 (63%), i V b  -  у 17 
(33% ), III  стадия -  у 2 (4% ) человек. А нтиретро­
вирусную  терапию  получали 20 (39,2% ) человек. 
В качестве контроля обследована группа больных 
активны м туберкулезом  легких без В И Ч -и н ф ек­
ции -  70 человек (группа 2), сопоставимая по полу, 
возрасту, давности заболевания. К линическая ха­
р актери сти ка обследованны х пациентов обеих 
групп представлена в табл. 1 .
У всех пациентов проводили вы деление Д Н К  
М Б Т  и определение их лекарственной  ч увстви ­
тельности  к H и R, а такж е изучение спектра ге­
нетических м утаций  Д Н К  М Б Т  в образцах м о ­
кроты  с помощ ью  метода полим еразной цепной 
реакции в режиме реального времени (P C R  Real 
T im e). Д Н К  M. tuberculosis вы деляли  с и сп оль­
зованием автом атизированной  системы TECAN. 
P C R  Real Time проводили с применением терм о­
циклера 1000 CFX  96 (B IO -R A D , С Ш А ) и набора 
реагентов «А мплитуб-М ЛУ -РВ » (ЗА О «Синтол», 
М осква). Д анная технология основана на исполь­
зовании  оригинальной  м ультиконкурентной  ал- 
лель-специф ической  методики П Ц Р  в реальном 
времени и позволяет определить мутации в генах 
katG  (в 315 кодоне), inhA (в 209 кодоне), в гене rpoB 
(в 531, 526, 516 и 533 кодонах). При обнаружении 
мутаций в генах katG , inhA штаммы M. tuberculosis 
относили к устойчивым к H, при наличии мутаций 
в гене rpoB -  к устойчивы м к R, при отсутствии 
мутаций в этих генах -  к чувствительным к H и R. 
В случаях обнаружения мутаций хотя бы в одном 
из генов katG , inhA и одновременно в гене rpoB -  
к МЛУ.
Д л я  с т а т и с т и ч е с к о й  о б р а б о т к и  р е з у л ь т а - 
тов исследования и спользовали  ком пью терны е 
программы  M icrosoft® Excel для  W indow s XP® 
и S ta tis tic a  6.0. Д ля  ср авн ен и я  достоверности  
различий в двух группах прим еняли х2-тест. В ка­
честве критического уровня достоверности  был 
принят критерий 0,05.
Таблица 1. Клиническая характеристика обследованных пациентов
Table 1. clinical description o f the examined patients
Показатель
Группа 1 Группа 2
абс. % абс. %
Число больных 51 100 70 100
Группа учета
I А  (впервые выявленные) 40 78,4 50 71,4
I Б (рецидивы) 3 5,9 8 11,4
II (хроники) 8 15,7 12 17,2
Клинические формы туберкулеза
Очаговая 2 3,9 8 11,4
Инфильтративная 16 31,4 29 41,4
Диссеминированная 15 29,4 13 18,6
Туберкулез внутригрудных лимфатических узлов 8 15,7 2 2,9
Туберкулемы 0 0 9 12,9
Казеозная пневмония 2 3,9 2 2,9
Генерализованная 8 15,7 1 1,4
Ф иброзно-кавернозная 0 0 6 8,6
Деструкции
CV+ 27 52,9 54 77,2
CV- 24 47,1 16 22,9
Бактериовыделение
МБТ+ 41 80,4 60 85,7
МБТ- 10 19,6 10 14,3
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Результаты  исследования
Характеристика выявленной Л У  в обеих группах 
представлена в табл. 2. В группе 1 изолированная 
устойчивость к H была обнаружена у 2 (3,9%) че­
ловек, к R -  у 1 (1,9%), М Л У  -  у 32 (62,7%). У 16 
(31,4%) выявлена лекарственная чувствительность 
М БТ  к H и R. В группе 2 изолированная устойчи­
вость к H выявлена у 14 (20%) человек. Ш таммов 
с изолированной устойчивостью к R не было, М ЛУ 
М Б Т  обнаружена у 39 (55,7%) больных. Ч увстви­
тельных штаммов было 17 (24,3%). Таким образом, 
в группе 2 достоверно чаще (p = 0,0116), чем в груп­
пе 1, встречалась изолированная Л У  к H. По уров­
ню М Л У  в обеих группах сущ ественных различий 
не установлено.
Р езу л ь т ат ы  с р а в н и т е л ь н о го  и с с л е д о в а н и я  
спектра генетических м утаций  М Б Т  к H (в кл ю ­
чая М Л У ) у больны х групп 1 и 2 представлены  
в табл. 3. М утации  в генах katG  и inhA, коди ру­
ющие Л У  к H в группе 1, бы ли вы явлены  у 34 
(66 ,7% ) п ациентов , в группе 2 -  у 53 (75 ,7% ), 
p  = 0,2774. И з числа H -резистентны х ш таммов 
наибольш ее число мутаций в обеих группах было
вы явлено  в гене k a tG , но в группе 1 несколько 
чаще встречались изолированны е м утации в этом 
гене -  20 (58,8% ) против 22 (41,5% ) в группе 2, 
p  = 0 ,1254. По данны м  ранее п роведенн ы х и с ­
сл ед о в ан и й  [15], H -у сто й ч и вы е кл и н и ч еск и е  
и зо л яты  М Б Т  c потерей  ак ти вн о сти  ф ерм ен та 
каталазы -пероксидазы , кодируемого геном katG , 
н аи более часто  в стр еч аю тся  в ш там м ах  М Б Т  
с вы соким  уровнем  Л У  (более 5 м к г /м л ). П рева­
лирую щ им  видом мутаций в обеих группах была 
м у тац и я  в 315 кодоне S e r-> T h r1  (с ер и н -> т и - 
р о зи н ) -  34 (1 00% ) в груп пе 1 и 50 (94 ,3% ) 
в группе 2. По данны м литературы  [2], м утация 
S er3 1 5 -> T h r я в л я е т ся  одной  из осн овны х п р и ­
чин устойчивости  M ycobacterium  tuberculosis к H 
и изучение ее распространения яв л яется  н аи бо­
лее важ ны м , так  как ш таммы  с этой  м утацией  
сохраняю т полную  вирулентн ость , соп ряж ен ы  
с вы соким  уровнем  Л У  к H [11] и наиболее часто 
встречаю тся среди изолятов  МЛУ. П олученны е 
нами данны е о расп ростран ен н ости  этого вида 
м утации  в целом не отличаю тся от других реги о­
нов. Так, в К ем еровской и Н овосибирской  о б ла­
стях частота встречаемости мутации Ser315->T hr
Таблица 2. Лекарственная устойчивость к изониазиду и рифампицину, выявленная методом PCR Real Time у больных 
туберкулезом и ВИЧ-инфекцией в сравнении с больными туберкулезом




(п = 51) 
абс. (%)
Группа 2 
(п = 70) 
абс. (%)
Р
Изолированная устойчивость к H 2 (3,9) 14 (20) 0,0116
Изолированная устойчивость к R 1 (1,9) 0 -
м л у 32 (62,7) 39 (55,7) 0,1580
Чувствительные образцы 16 (31,4) 17 (24,3) 0,3932
Примечание: Н -  изониазид, R -  рифампицин, МЛУ -  множественная лекарственная устойчивсть (устойчивость 
одновременно к Н и R).
Таблица 3. Сравнительные результаты спектра генетических мутаций к изониазиду у больных с сочетанием 
туберкулеза и ВИЧ-инфекции и изолированным туберкулезом
Table 3. Comparative results o f spectrum o f genetic mutations to isoniazid in those w ith T B /H IV  co-infection and those suffering from tuberculosis only





1. katG 20 58,8 22 40,5 0,1254
Ser315 0 0 1 1,4 -
Ser315- > Thr1 20 58,8 20 37,7 0,0586
Ser315- > Asn 0 0 1 1,4 -
2. ka tG  + in h A 14 41,2 30 56,6 0,1489
Ser315- > Thr1 +inhA-A8 1 2,9 0 0 0
Ser315- > Thr1 + inhA-T15 13 38,2 30 56,6 0,0874
3. in h A 0 0 1 1,9 -
Всего: 34 100 53 100
Примечание: жирным выделены цифры, суммируемые в строке «Всего».
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гена katG  среди больны х туберкулезом  составила 
92 и 94% соответственно [2]. У пациентов груп ­
пы 2 с н али чи ем  ту б ер ку л еза  без В И Ч -и н ф е к ­
ции п ревали ровали  м утации  одноврем енно в 2 
генах katG  + inhA -  у 30 (56,6% ) человек против 
14 (41,2% ) пациентов группы 1, p  = 0,1489, однако 
различия не достигаю т достоверных величин. П о­
теря активности ф ерм ента каталазы -пероксидазы  
(м утации  в гене katG ) в сочетании  с м утациям и  
гена inhA, являю щ егося основной миш енью  и нги­
бирования H [15], имеет кум улятивн ы й  эф ф ект 
при ф орм и рован ии  устойчивости  к H [13]. И зо ­
лированны е м утации  в гене inhA вы явлены  то л ь­
ко у 1 (2% ) пациента группы  2. М утации  только 
на уровне inhA или  его участка пром отора, как 
правило, ассоциирую тся с низкой устойчивостью  
М Б Т  (0,2-1,0 м к г /м л ) [15].
М утации в гене rpoB (вклю чая М Л У ) были об­
наружены у 33 (64,7% ) человек группы 1 и у 39 
(55,7% ) пациентов группы 2, p  = 0,3208. Данные 
представлены  в табл. 4. С реди п р о ан ал и зи р о ­
ванны х R -резистентны х ш таммов M. tuberculosis 
в группе 1 выявлено 2 вида мутаций (Ser531->Leu 
и H is526-> A sp), в группе 2 -  3 вида м утаций 
(Ser531->Leu, H is526->Leu, L eu533->Pro). Д ом и­
нирующ им видом мутации в обеих группах была 
мутация Ser531->Leu (97,0 и 94,9% соответственно). 
Д анны й вид мутации является наиболее неблаго­
приятны м, так как по результатам ряда исследо­
вателей [5] м утация Ser531->L eu обусловливает 
устойчивость к R высокого уровня (>  50 м кг/м л),
не нарушает жизнеспособность М БТ  и чаще всего 
связана с наиболее опасным генотипом М Б Т  се­
мейства Beijing.
Результаты  сравн ен и я спектра генетических 
мутаций Д Н К  M. tuberculosis в образцах мокроты 
пациентов обеих групп, у которых выявлены М ЛУ 
М БТ  представлены в табл. 5. У больных с сочета­
нием туберкулеза и В И Ч -инф екции среди клини­
ческих изолятов с выявленной М Л У  установлено 
достоверное преобладание сочетания мутаций (rpoB 
Ser531->Leu + katG  Ser315->T hr1) -  53,1% против 
28,2% у больных туберкулезом с В И Ч-отрицатель- 
ным статусом, p  = 0,0354. В то же время у паци­
ентов с изолированным туберкулезом достоверно 
чаще регистрирую тся комбинированные мутации 
rpoB S er531>L eu + katG  Ser 315->T hr1  + inhA 15, 
где мутации в гене rpoB сочетаются с мутациями 
одновременно в двух генах, кодирующих Л У  к H 
(katG  + inhA). Эти данны е позволяю т п редполо­
жить, что в условиях глубокого иммунодефицита, 
обусловленного В И Ч -инф екцией , м утации даже 
в одном гене katG  в сочетании с мутациями в rpoB 
гене обусловливают формирование М Л У  высокого 
уровня.
Выводы
1. У больных с преимущественно впервые вы яв­
ленным туберкулезом легких в сочетании с В И Ч -ин­
ф екцией не зарегистрировано сущ ественных р аз­
личий по числу штаммов M. tuberculosis, имеющих
Таблица 4. Распространенность наиболее частых видов мутаций в гене rpoB у пациентов с сочетанием туберкулеза 
и ВИЧ-инфекции и изолированным туберкулезом
Table 4. Prevalence o f the m ost frequent types o f mutations in rpoB gene in TB/H IV  co-infection patients and those suffering from tuberculosis only





Ser531- > Leu 32 (97) 37 (94,9) 0,4216
His526- > Leu 0 1 -
His526- > Asp 1 0 -
Leu533- > Pro 0 1 -
Всего: 33 (100) 39 (100)
Таблица 5. Спектр генетических мутаций у пациентов с МЛУ с сочетанием туберкулеза и ВИЧ-инфекции 
и изолированным туберкулезом
Table 5 . Spectrum o f genetic mutations in MDR TB patients with concurrent HIV and those suffering from tuberculosis only




rpoB Ser531 > Leu+katG Ser315- > Thr1+/nhA 15 13 (40,6) 26 (66,6) 0,0317
rpoB Ser531 > Leu+katG Ser315- > Thr1 17 (53,1) 11 (28,2) 0,0354
rpoB His526 > Leu+katG Ser315- > Thr1 0 1 (2,6) -
rpoB Ser531 > Leu+katG Ser315- > Thr1+/nhA 8 1 (3,1) 0 -
rpoB His526 > Asp+katG Ser315- > Thr1 1 (3,1) 0
rpoB Leu533- > Pro+katG Ser315- > Thr1 0 1 (2,6)
Всего: 32 (100) 39 (100)
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мутации в генах, кодирующих Л У  к H, по сравне­
нию с больными туберкулезом без В И Ч-инф екции 
(66,7 и 75,7% соответственно, p  = 0,2774).
2. И золированная устойчивость к H без М Л У  
н аб лю д ал ась  чащ е у б о льн ы х  ту б ер ку л езо м  
с ВИЧ-отрицательным статусом -  20% против 3,9% 
пациентов с сочетанием туберкулеза и В И Ч -инф ек­
ции, p  = 0,0116.
3. Преобладающим видом мутаций в обеих груп­
пах была мутация Ser315->Thr1 гена katG  -  100% 
в группе 1 и 94% в группе 2.
4. М утации в гене rpoB, кодирую щ ие Л У  к ри- 
фампицину, были вы явлены  у 33 (64,7% ) больных 
туберкулезом  и В И Ч -ин ф екци ей  и у 37 (55,7% ) 
б о л ь н ы х  т у б е р к у л е з о м  без В И Ч -и н ф е к ц и и , 
преобладаю щ им видом м утации в обеих группах 
бы ла м утаци я S er5 3 1 -> L eu  (97,0  и 94,9% со о т­
ветственно).
5. У больных с сочетанием туберкулеза и В И Ч -ин­
фекции среди клинических изолятов М БТ с вы яв­
ленной М Л У  установлено достоверное преобла­
дание сочетания мутаций (rpoB Ser531>Leu + katG  
S er315-> T hr1 ) -  53,1% против 28,2% у больных 
туберкулезом  с В И Ч -отриц ательн ы м  статусом, 
p  = 0,0354.
6. У больны х туберкулезом  без В И Ч -и н ф ек ­
ции в исследуем ой вы борке п реобладали  ко м ­
бинированны е м утации rpoB Ser531>L eu + katG  
Ser315->T hr1 + inhA 15 с наличием мутаций к H 
одновременно в 2 генах (katG  +  inhA).
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